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Summary Two outbred mouse strains， ddY and CF 1， were tested for their ability 
to be protected against infection with Salmonellaかphimuriumby several types of salmonel-
la vaccines. These strains have the same levels of innate susceptibility to S.砂防zmurzum，
and also have the same capacity to develop delayed-type hypersensitivity (DTH) to 
salmonella antigens. Both the crude ribosomal fraction CCRF) and live-cell vaccines 
conferred acquired resistance on both strains， characterized by greater responses of T cells 
to salmonella antigens. Mice of the ddY strain were also protected by the purified trantfer 
RNA (tRNA) vaccine， which was free of 0 antigens， but CF 1 mice were not， despite the 
presence of T -cell reactivity with salmonella antigens. N either strain was protected by 
phenol-water-extracted lipopolysaccharide CLPS). The tRNA-immunized CF 1 mice were 
protected by transfer of antiserum to CRF， but not by transfer of anti-LPS antibody. This 
antiserum to CRF， however， did not transfer acquired resistance into non-immune mice of 
either strain. 
These observations suggest that CF 1 mice may require anantibody to another non-O 
antigen existing in CRF to develop acquired resistance， and that stimulation of the defense 
system by tRN A may be essential to the development of acquired resistance in CF 1 mice. 
The active component in CRF of Salmonellaかphimurium，capable of inducing protec-
tive antibody， was partially purified by two series of chromatography CSephadex G-150 and 
DEAE-Sepharose CL 6 B) after sodium dodecyl sulphate (SDS)-treated CRF was 
precipitated with ammonium sulphate. The major active component was eluted by 0.4-0.45 
M N acl from DEAE-Sepharose CL 6 B， and its molecular weight was 43，000 as determined 
by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. Immunization with the fraction containing 
43，000 component alone did not always confer protection on CF 1 mice， but its administra-
tion together with either the purified tRNA or Freund's complate adjuvant CFCS) was much 
more effective against infection with S.政Phimurium.Western blot analysis showed that 
43，000 component did not react to ansiserum to LPS， but to antiserum to CRF. The 
antibody elicited by non-O antigenic component and the cell-mediated resistance stimulated 
by the adjuvant effect of RN A together confer effective protection on CF 1 mice. 
ネズミチフス症における免疫成立機序に関する研究 (193) 
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LT2株をマウス腹腔内に接種した時の LD50 Ci.p 
LD50) はddYマウスでは 10 3 CFU (colony forming 
unit)であり CF1の場合は5x 1 02であった.
3. ワクチン及びその効果判定
1) リボゾーム分画 (crude ribosomal fraction: 
CRF)はSL1004株を使用し Vennemannら11)に準じ
て喜多ら叫の方法により作製した.この場合RNAと蛋
白質重量比は3: 2であった13) 転位 RNAは喜多ら8)の
方法により SL1004の生菌体を phenol処理をした水層‘
よりエタノーノレ分画及び、イソプロピーノレアノレコーノレ分画
により作製し，抗O抗体を結合せしめた Sepharose4 B 
を使用した affinitycolumnにより微量に混在している
O抗原を完全に除去したものを使用した.
















Hanks' balanced salt solution (HBSS)にて数回洗浄
後 fetal bovine s巴rum (FBS) を10%に含有する
RPMI1640に5X107/mlとなるよう調整した細胞浮遊
液を 24穴平底組織培養ボトノレに 200μlずつを分注し
5 % CO2 chamber中で 3TC 2時間静置後非付着細胞
を除去した後の付着細胞をマクロファージの単層細胞培
養として使用した.
2) Superoxid巴 asion (02) の産生量はたrricyto司
chrome Cの還元による着色を光電比色計により測定し
た17)即ち前述の単層培養したマグロファージを HBSS
でl回洗浄の後80μMf巴rricytochromeC (type VI， 
(194) 安井
Sigma C.C.)，及び 2mM  NaN3を含む 10mMりん酸緩
衝液 (pH7.4)の450μlを各w巴1に加え 3TCに加温後
phorbol myristate acetat巴を 40μl/mlに加えた HBSS
50μlを加え 5% CO2 chamber内で 90分間加温した.
それぞれの検体は採取後 HBSSで3倍希釈しその遠沈























添加の HBSSで2回洗浄の後 500μlの 0.5%デソキシ
コーノレ酸ソーダ溶液で、マクロファージを溶解せしめ平板
培養の結果生じた colony数を (CFUTime 0)とした.
残りの wellには 10%非働化 FBS及び5μg/mlのゲン














CRFの 1mgを 2%の sodium d巴d巴cyl sulfate 
(SDS)を含有する 10mM  Tris.HCl緩衝液 (pH7.4) 
に溶解し 3TC2時開放置後， 10 mM  Tris.HCl緩衝液に
3日間透析の後透析内液を 36，000g 1時間 (40C)の高速
遠沈を行い SDSを除去した.この上i青の硫安 40% 
-80 %飽和の画分を 10mM  Tris.HCl緩衝液に溶解し
同じ緩衝液で 48時間透析した.このものを同じ緩衝液で
平衡化した SephadexG 150のカラム(1.0x 55 cm)を
使用してゲル鴻過を行った.この void volum巴分画を




P-C 30μg/マウスを FCA (Fr巴und'scompl巴ts ad 






衝液 (PH7.2)で平衡化した Sephad巴xG 200によるゲ
ノレi慮過を行いその voidvol を集めて限外i慮過により濃
縮してゲノレ内沈降反応に使用した.







9. Western blod assay 
Western blot assayはBurnetteの法叫によって行っ
た.電気泳動後直ちにニトロセノレローズ膜に転写し，
o . 5% Tween 80含有のほう酸緩衝液 (pH8.0)で洗浄
後， 1%牛血清アノレブミン (BSA)含有の緩衝液に 100倍












































Days after cha Ilenge 
Fig. 1. Log10 viable count (colony-forming units， 
CFU) of Sわ!phimuriumL T2 in spleens from 
ddy (・一一・)and CF1 (ひ一一0)mice. Each 
point represents the g巴ometricm巴ancount of 
S.わ!phimuriumper spleen as deriv巴dfrom 
fiv巴 mice. The bars depict the range of 
counts. Intraperitoneal challenge dose was 
106 CFU for ddY mice and 5 X 105 CFU for CF 
1 mic巴.
ddYマウスの S.tyhimurium L T 2株に対する LD50












ddYマウスと CF1マウスに 1000LD50の LT2株攻
撃に対し有効な感染抵抗性を賦与するワクチンの種類は
表 uこ示す如く， ddYマウスに於いては弱毒生菌ワクチ
ン (SL1004)の 6X 106 CFU， CRF (20μg)及びtRNA
(10μg)の投与により全マウスが生存するに反し， CF1 




Table 1. Protective capacity of salmonela vaccines 
in both mouse strains 
Vaccine 
% survival against a 
chall巴ngeof 1000 LD50 
type* ddY CF 1 
Live cells 
4X105 95 (27.2)↑ 75 (22.3) 
6X106 100 100 
CRF 
5μg 80 (24.6) 75 (24.8) 
10μE 85 (25.5) 80 (25.6) 
20μg 100 90 (28.3) 
30μg 100 100 
tRNA 
5μE 80 (25.3) o ( 7.4) 
10μg 100 。(8.6) 
20μg 100 10 (13.4) 
100μg 100 10 (10.5) 
LPS 
l.0μg 。(7目5) 。(5.0) 
10μg 。(9.5) o ( 5目2)
100μg o ( 8.4) 日(4.8) 
Saline 。(7.2) 。(4.5) 
* Each group consisted of 10 mic巴 andwas challenged 
intraperitoneally with 1000 LD50 of strain LT 2 for each 
mouse strain 14 days after immunization. Survival rate 
was det巴rminedat 30 days post-challenge 
t Numbers in parentheses indicate mean time to death 
(MTD; days) 
Table 2目 Delayedfootpad responses in ddY and CF 1 
mice aft巴rimmunization with salmonella 
vaccmes 






13.8:t2.4 (Pく0.01)↑ 15.6士3司2(P < 0.01) 






* Groups of five mice were immuniz巴dwith the optimal 
dose of the designated vaccine and tested for footpad 
r巴sponse14 days lat巴r. Footpad swel1ing was measured 24 
hr after footpad injection of salmonella antigen. 
tMean土SEM.The level of significance for the observed 









Table 3. Superoxide anion (02) r巴l聞記 andintracellular killing 
of S. t)少himuriumby macrophag巴sof ddY and CF 1 mice 
Vaccine 
Macrophag巴 activity'
oz production Intrace1l ular killing 
type 
ddY CF 1 ddY CF1 
Live ce1ls 198.7:113.6t 174.5土20.3 65.4土3.5t 60.5土4.3
(P<0.05) (P<0.05) (Pく0.05) (P<0.05) 
CRF 224目8土20.5 206.2土15.8 70.8土4.6 72.6土3目2
(P<0.05) (Pく0.05) (P<0.05) (P<0.05) 
tRNA 154目3土13目4 133 士20.5 54.2土3.8 48.5士2.5
(Pく0.05) (Pく0.05) (P<O.1) (P<O.1) 
LPS 94.6土 9目4 98.7士10.2 40.4土2.7 39.9士3.2
Saline 70.4:110.3 82.3士14.7 36.5士4.2 35.4土5.6
Da ta were 0 btained from three different experiments and expressed as 
the mean士SEMfor triplicate cultures. 
* oz production was expressed as n mols/60 min/mg protein. Intracel 
lular ki1ling was expressed as percentage ki1ling during the 40-min 
incubation. 
t Statistical significance was determined by Student's t-test 
Table 4. Antibody respons巴sin ddY and CF 1 mic巴 Table 5. Salmonella-specific T-cell proliferative 
aft巴rimmunization with salmonella 
vaccmes 
Vaccine 
Antibody responses (JOg2)t 
WCA titres Anti-LPS HA titres 
typ巴*
ddY CF1 ddY CF1 
Live c巴1Is
CRF 12 10 8 
tRNA ND ND ND ND 
LPS 6 6 7 8 
Saline ND ND ND ND 
WCA : whole-cell agglutination. Anti-LPS HA : anti 
LPS haemagglutination. ND: not detectable 
* Each group consist巴dof five mice and sera were 
obtained 14 days after immunization 
t Data were obtained from two different experiments 
and expressed as th mean of five mice. 




〔[3HJ-TdRuptake c. p. m./5 X 105 ce1ls)t 
type' ddY CF1 
Live cells 16，240:1 1，120 (11.7)t 15，360土1，430(10.8) 
CRF 18，540士2，430(13.4) 17，280士1，960(12目1)
tRNA 14，330土1，280(10.3) 12，090土1，243( 8.5) 
LPS 1，869士 358 1，630士 196
Saline 1，380土 275 1，420土 215
* The T-cell fractions were prepared from splenocytes 
of mice immunized with salmone1la vaccines. 
t T cells cultured with accessory cells (5 X 103) and 
heatkilled L T2 (107) for 4 days. Values were mean c. p. 
m 土SEMfor triplicat巴 cultures.
t Numbers in parenthese indicated the stimulation 
index. Stimulation index=c. p. m. of test sample/c. p. m 
of control sample 
株)， CRF及びtRNAは何れのマウスにも同程度の活性 前述の遅延型足腕反応に加えてそれぞれのワクチンで
化を示していたが LPSには殆ど効果は認められなかっ 免疫した両系マウスの牌細胞より採取した T細胞に S
た. 以phimuriumL T 2株の加熱死菌を加えたサノレモネラ抗
5. 抗体産生能 原による免疫マウス T細胞増殖促進作用を [3HJ
免疫 14日後の両マウスの血清を採取しそれぞれの抗 thymidineのDNAへの取り込みを指標に検索した.表
体価を凝集原を LT2株のホルマリン死菌体 (WCA)と 5に示す如く弱毒生菌 (SL1004)， CRF及びtRNAで免
した場合と LPSを結合せしめた羊赤血球を使用しての 疫したマウスの T細胞はサ/レモネラ抗原の添加により
受身赤血球凝集反応 (PHA)で比較した.表 4に示す如 両系マウスとも同程度の増殖促進作用を示したが， LPS 
くCRFで免疫した場合同系マウス共に WCAVこ対し最 免疫のマウスでは反応は認められなかった.
も高い凝集価を示し LPS免疫では中等度の， tRNAで 7. tRNA免疫 CF1マウスに及ぼす抗体の影響
は雨系マウス共抗体産生は認められなかった tRNAで免疫した CF1マウスに弱毒生菌 (SL1004) 












G-150カラム(l.0x 55 cm) によりゲノレ鴻過を行い(図
l(a))その voidvolume (P-I )と P-IIに分画しそれぞ
Table 6. Effect of immun巴 serumtransfer on resis司
tance in CF1 mice immunized with tRNA 
vaccme 
S巴rumdonors* 
N ormal mouse 
LPS-immunized mouse 
% survival at 30 
days post-challenget 
o ( 6.2) 
10 (15.4) 
CRF-immunized mouse 90 (26.5) pく0.01
Live-cell immunized mouse 85 (25.8) Pく0.01
*Sera wer巴 obtainedfrom 20 mice immunized with 
indicated vaccines. Groups of 10 CF1 mice that were 
immunized 14 days previously with 20μg of tRNA 
received intraperitoneally 0.4 ml pooled serum of each 
immune group and w巴rechallenged intraperitoneally with 
1000 LD50 of strain L T2 3 hr later. 
t Data were obtrained from two different experiments， 




























Tabl巴 7.Immunogenicity of fractions of CRF obtained by chromatogra 





P-B (DEAE -Sepharone) 
P-C(DEAE-Sepharose) 
P-D (DEAE -Sepharose) 
Saline control 
Survival rate at WCA Delayed footpad 
30 days post- titres response 






0(16.2) 8 .3:t1. 8(P <0.05) 
O( 4.6) 2.5土0.8
* Groups of 10 mice were immunized intraperitoneally with 20μg of each 
sample and were challenged intraperitoneally with 1000 LD50 of strain L T2 12 
days later目 Numberin parentheses indicated MTD (mean time to d巴ath)
t Serum titres of whole-cell agglutinin expressed as mean values of five mice 
(!Og2) ; (ー)not detectable 
t Groups of five mice were immunized in the same way and the footpad test 
was performed 12 days later. Data were expressed as the mean values士SEMfor 
five mice. The levels of significance for the observ巴dfrequencies wer巴 deter-
























Elu↑ion volume (ml) 
30 









Fig. 2. (a) Chromatographic s巴parationof the SDS-treat巴dCRF on a column C1.0X 
55 cm) of S巴phadexG-150 pr巴 equilibratedwith 10 mM  Tris-HCl buffer， pH 
7.4. A 5ml fraction was collected ( flow rate 5 ml/hr). Vo: void volume. (b) 
DEAE-Sepharose CL 6 B ion exchange chromatography of the void fraction 
Cp-I) obtained by chromatography on Sephad巴xG-150. The sample was 
applied to a 2 X 30 cm DEAE column. After the sample had ent巴redthe 
column， the column was wahsed with 200 ml of 10 mM  Tris-HCl buff巴r，pH 
7.4， followed by a 0.05-0.8M NaCl gradient (400ml total volume). Fiv巴
-millilitre fractions wer巴 coll巴cted
表8に示す如く P-Ciこ対するみ抗体のみを投与した スに抗 LPS抗体〔抗O抗体〉を投与しても殆ど免疫効呆
マウスではある程度の生存日数の延長が認められるのみ (生存率 15%， MTD 11.8)の発現は認められなかった.
であるのに対し 30μgのtRNAで免疫 14日目に抗 P-C 10. P-C免疫マウス腹腔細胞抽出液中の抗体
抗体を投与した場合高度の免疫効果(生存率 85%， P-Cで免疫したマウスの腹腔細胞抽出液と P-Cとの
MTD 28.6)の発現が認められた.一方 tRNA免疫マウ 聞にはゲノレ内沈降反応に於いて抗 P-Cマウス血清と P-
ネズミチフス症における免疫成立機序に関する研究 (199) 
Table 8. Transfer of anti-Peak C antiserum into 
mice previously immunized with tRNA 
R巴cipients
Survival rate at 
MTDt 
Transferred serumキ 30days post-
(days) 
chalenge (%)↑ J 
tRNA-immunized Anti-P-C antiserum 85 (P<O.Ol) 28.6 
tRNA-immunized Anti-LPS antiserum 15 NS 11.8 
tRNA-immunized Normal mouse serum 10 NS 12.5 
Normal control Anti-P-C antiserum 0 9.5 
N ormal control Anti-LPS antiserum 0 6.2 
Cの間に見られる一本の沈降線と fus巴する一本の沈降
線が認められた〔図 3(c)，well B 2). このことは抗 P-C
抗体は腹腔マクロファージに親和性を持つ細胞吸着性の
抗体であることを示唆している.




Normal control Normal mouse serum 0 4.8 場合とほぼ同等の免疫効果を維持することが出来た.し
* Antiserum to Peak C or to LPS was given intraper 
itoneally to mice that had been vaccinated with 30μg of 
tRNA 14 days before or to normal mice. Each group 
consisted of 10 mice and received 0.4 ml of antiserum per 
口lOuse.
t Intraperitoneal challenge with 1000 LD50 of strain L T2 
was carried out 3 hr later. NS， statistically not significant 
by Fisher's test for 2 X 2 tables 
















Fig. 3. (a) T巴npercent SDS-polyacrylamide gel巴lectrophoresis.(A) fifty micrograms of th巴Peak1 (Sephadex 
G-150). (B) Twenty micrograms of the Peak C (DEAE-S巴pharoseCL 6B)目 Bothsamples wer巴heated
for 5 min at 100"C， and were reduc巴dwith 2-mercapto巴thanol. Electrophoresis was carried out at a 
constant current of 20 mA until the tracking dye had run 10 cm into the separating layer. (b) Western 
blot analysis :ωPeak 1; (B and C) Peak C. Th巴firstantibody was anti-CRF mouse serum (A and 
B) and anti-LPS mous巴serum(c). Th巴secondantibody was HRPO-conjugated sh巴epanti-mouse 
immunogolbulin. (c) Ouchterlony immunodiffusion analysis. A1: anti-CRF mouse serum; A，・ anti
-Peak 1 mouse serum; B1 : anti-Peak C mouse serum; B，: immune M.p extract (void fraction of 
Sephadex G-200); C1 : anti-LPS mouse serum ;C2: salmonella group B typing serum; D: Peak C. 
(200) 安井 潔
Table 9. Enhancement of immunogenicity of Peak C by administration 
with FCA or tRNA 
Supple Survival rate at Delayed footpad 
T -cell respons巴
ロ1巴nta- 30 days post- r巴sponse
([3HJTdR uptak巴)~
tion* challenge (%)↑ (XO.lmm)t 
tRNA 85(P<0目。1) ll.5土2.2(P<0. 05) 10，625士324(Pく0.01)
FCA 70(P<0.01) 9.8土2目7(P<0.05) 8，960土245(P<0.1) 
LPS 10 3.6士l.5 1，403士276
Saline 。 2.8土0.7 1，370土264
* Twenty micrograms of Peak C were mixed with 20μg oftRNA， 30μgofLPS 
or an equal volume of FCA or saline， respectively 
十Groupsof 20 mice were immunized subcutaneously at the base of the tail with 
each mix巴dvaccine. T巴nmlC巴ofeach group w巴rechallenged intraperitoneally 
with 1000 LD50 of strain L T2 14 days after immunization. P values were 
d巴terminedby Fisher's test for 2 X 2 tables. 
t Five mice of each group were subjected to the footpad test，日nddata were 
expressed as the mean values土SEMfor five mice. P values were determined by 
Stud巴nt'st-t巴st
3 T cells were obtained from the remaining five mice at 14 days post-immuni. 
zation and stimulated with salmonella antigen. Data were expressed as the mean 
c.p.m士SEMfor triplicate cultures 
定的な報告が多く成されているが近交系マウスを使用し な感染抵抗性は賦与し得ないが tRNAや FCAを混合
た場合は使用したマウスの系統により異なったノミターン することにより高度の感染抵抗性を獲得し得ることが示
を示すことが報告されている叫24). された.
著者は非近交系の 2系のマウス (ddY及び CFl)を用 著者の実験のうち P-Cに対するゲノレ内沈降反応にお
い細胞性免疫応答は同等であるにもかかわらずtRNA いて抗 P-C血清は P-C免疫腹腔細胞抽出液と一本の
ワクチンによる感染防禦能の獲得に関して差のあること fuseする沈降線を形成し抗 CRF抗体或いは抗 P-l抗体
を示した. による数本の沈降線の一つであることは細胞親和性抗体
則ち ddYマウスに於いては tRNA投与により完全な の重要性について述べている牛場ら23)の意見に同調す





無いにも拘らずtRNAワクチンのみによっては殆ど感 著者は非近交系の ddY及び CFlマウスを使用して
染抵抗性の増加が見られなかった.しかも CRF免疫マ 以下の実験結果を得た.
ウスの血清の添加によりほぼ完全な感染抵抗性の発現が 1. ddYマウスと CFlマウスは LD50で比較する限
見られるに反し，LPS免疫マウス血清にはその能力がな り大差は無いが LT2株の 1000LD50という大量を腹腔
いとし、う事実は，CRFには存在するが LPS中には存在 内接種した場合 CFlマウスに於いてはその牌内菌数は
しない O抗原以外の有効な抗原物質の存在を示唆する 接種直後から逐目的に増加し 6日以内で最高値に達しで
ものである.phenol抽出によった LPSやtRNAには菌 マウスを死に至らしめるが， ddYマウスの場合は牌内菌
体或いは CRF由来タンパク質は殆ど phenol層に移行 数は 6日目より増加を開始し 9日目で CFlのそれと同
するので，この有効な抗原物質を得るため著者は SDS 程度の菌数に達しマウスを死に至らしめる.
処理をした CRFを SephadexG-150によるゲノレ滞過及 2. 感染抵抗性を賊与するワグチンの種類としては
びDEAE-S巴pharoseCL 6 B によるイオン交換クロマト ddYマウスと CFlマウスの差は前者の場合 tRNAが
グラフィーにより分子量 43，000のタンパク質分画 (P 有効であるに反し CF1"'ウスでは無効であるという点
。を得た.このものは Westernblot analysisにより抗 である.しかし tRNA免疫マウスに於ける遅延型足腕反
CRF抗体と反応する主要なタンパク質抗原であること 応性，マクロファージの活性化の指標として用いたu2
が示された.更にこの物資単独では CFlマウスに完全 産生能と細胞内殺菌能及び免疫マウスの T細胞のサル
ネズミチフス症における免疫成立機序に関する研究
モネラ抗原に対する反応性等に関しては両マウス間に差 J. Bacteriol. 97・667-683，1969. 
は見られず細胞性免疫能に関する限り両系マウスに差の 6) Rowley， D.， Turner， K. and Jenkin， C. R. : The 
無いことが明らかにされた basisfor immunity to mous巴 typhoid.II. Cell 
3. CRF免疫の結果両系マウス共 WCAに対し高い bound antibody. Aust. J. Exp. Biol. 42: 237-248， 
凝集価を示したが， tRNAによって抗体価の上昇は認め 1964. 
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